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Beschrelbung 

[0001] Die Erfindung betrifft neue Proteinkonjugate und Verfahren zu deren Hersteilung. Die neuen Proteinkonjugate 
setzen sich zusammen einerseits aus einem naturlich vorkommenden, synthetisch modifizierten Oder rekombinanten 

5 Protein, Enzym, Immunoglobulin, Antikorper, Rezeptorprotein oder Lectin, sowie andererseits aus gleichzeitig drei 
weiteren niedermolekularen Verbindungen aus der Gruppe der Amine, Carbonsauren, Isonitrile, Aldehyde oder Ketone. 
Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Hersteilung der neuen Proteinkonjugate durch Umsetzung eines Proteins 
mit den drei niedermolekularen Komponenten in einem einzigen Reaktionsschritt, wobei simultan bis zu vier Repor- 
tergruppen oder Liganden in definierter Stochimetrie und molekularem Abstand eingefuhrt werden, sowie Anwendun- 

10 gen der so erhaltlichen Proteinkonjugate. 

Hintergrund: 

[0002] Verknupfuhgsprodukte aus Proteinen und niedermolekularen Verbindungen, sogenannte Proteinkonjugate, 

15 Under) vielfaltige Anwendungen im Bereich der "Life Sciences 1 '. In der Medizin gehoren dazu beispielsweise therapeu- 
tisch einsetzbare Proteinkonjugate z.B. aus einem Antikorper und einem Cytostatikum. In derDiagnostik und Biochemie 
finden Proteinkonjugate vielfaltige Einsatzgebiete zur Erkennung, Markierung und Quantifizierung der Proteine selbst 
oder ihrer molekularen Rezeptoren, Botenstoffe und Gegenspieler. In der medizinischen Immunologie werden Pro- 
teinkonjugate insbesondere aus Kohlenhydrat- und Nucleinsaure-Antigenen zur Immunisierung (Vaccinierung) ver- 

20 wendet Das Protein kann einerseits als Vehikel zur Presentation von Antigenen und zum zielgerichteten Transport 
einer oder mehrerer niedermolekularer Verbindungen dienen; andererseits kann der niedermolekulare Teil der Pro- 
teinkonjugate auch zurgezielten Modifizierung der Eigenschaften der Proteine selbst herangezogen werden. Die zu- 
letzt genannte Variante umfaBt beispielsweise die gezielte Modifizierung der physikalischen Eigenschaften des Pro- 
teins : beispielsweise der thermischen Stabilisierung oder Loslichkeitsmerkmale eines katalytisch aktiven Enzyms, ka- 

25 talytisch aktiven Antikorpers (Abzym), therapeutisch wirksamen Proteins bzw. Antikorpers, oder die gezielte Modifizie- 
rung der eigentlichen katalytischen Aktivitat, Spezifitat oder der generellen Eigenschaften zur Erkennung eines Sub- 
strates, Rezeptors oder Liganden. Die Funktion des Proteinteils der Proteinkonjugate kann also vom bloBen Vehikel 
(Prodrug) zum zielgerichteten Transport (Drug Targeting) oder zur Ligandenprasentation (Vaccine) bis zur katalytischen 
Aktivitat oder der eigentlichen molekularen Erkennung reichen. Umgekehrt reichtdie Funktion des "niedermolekularen" 

30 Teils der Proteinkonjugate von der physikalischen Modifizierung oder Stabilisierung uber die Markierung mit einer oder 
mehreren charakteristischen und analytisch quantifizierbaren Reportergruppen (Diagnostika) bis zum eigentlichen 
Wirkprinzip (z.B. in Prodrugs) oder multivalenten Liganden (z.B. in Vaccinen). 

[0003] Die meisten physiologisch aktiven Proteine liegen bereits als Proteinkonjugate vor, insbesondere als Konju- 
gate mit Kohlenhydraten (Glycoproteine), was die biologische Bedeutung der Kohlenhydrate als Bindungspartner mit 

35 Proteinen unterstreicht. Sie werden vorwiegend auf der P rote i nob erf I ache uber Serin, Threonin und Asparagin gebun- 
den und sind beispielsweise an der Zell-Erkennung beteiligt. Die artifizielle Anbindung niedermolekularer Strukturen, 
insbesondere auch weiterer Kohlenhydrate zu sogenannten Neoglycoproteinen, kann z.B. zur gezielten Modulierung 
der Zellerkennung und zum Studium der zugrunde liegenden biologischen Phanomene herangezogen werden. 
[0004] Das verfugbare Method en repertoire zur Anknupfung von Kohlenhydraten, Wirkstoffen, Reportermolekulen, 

40 Farbstoffen, Antigenen, Liganden etc. an Proteine basiert im wesentlichen auf der Prasenz reaktiver Amino-, Carboxy- 
lat-, Thiol- oder Aldehydgruppen (nach Oxidation) in Proteinen, So ist bereits bekannt, daB Proteine, die f reie Amino-, 
Carboxylat- oder Aldehydgruppen tragen, mit niedermolekularen Verbindungen, die ihrerseits freie Carboxylat- oder 
Aminogruppen tragen, zu Protein-Konjugaten verknupft werden konnen (Advances in Carbohydrate Chemistry and 
Biochemistry 37, 225-281, 1980). Freie Aminogruppen von Proteinen sind insbesondere die N-Termini der Proteine 

45 und die e-Aminogruppen der Lysine, die sich zumindestteilweise mit niedermolekularen Carbonsauren uber eine Ami- 
dierungsreaktion verknupfen lassen. Freie Carboxylatgruppen von Proteinen sind insbesondere die C-Termini der Pro- 
teine und die Carboxylatgruppen der Aminosauren Asparaginsaure und Glutaminsaure, die zumindest teilweise mit 
niedermolekularen Aminen uber eine Amidierungsreaktion verknupft werden. Freie Thiolgruppen werden durch Cy- 
steine prasentiert; freie Aldehydgruppen von Proteinen sind insbesondere oxidierte Kohlenhydratbestandteile der Pro- 

50 teine, die stch mit Aminen uber eine reduktive Aminierung verknupfen lassen. 

[0005] Als Kondensationsmittel hierzu sind zahlreiche Reagenzien verfugbar, insbesondere solche, die ganz allge- 
mein in der Organischen Synthese fur Amidierungsreaktionen eingesetzt werden konnen (Katalog der Firma Novabio- 
chem, 1 999, Seite 264ff), wie beispielsweise Carbodiimide, insbesondere EDC (1 -Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]car- 
bodiimide) Ferner werden bifunktionelle Kupplungsreagenzien mit zwei aquivalenten oder zwei orthogonalen Aktiv- 

55 gruppen verwendet, die entweder als Crosslinker oder zur Konjugation mit einer beliebigen weiteren Komponente 
(niedermolekuare Verbindung, we it g res Protein, Festphase) einsetzbarsind. Als Aktivgruppen hierf ur kommen Maleini- 
mide, Imidoester, Pyridyldisulfide, a-Halogencarbonylverbindungen und Arylazide in Frage (Katalog der Firma Pierce, 
1997, Seite 133-154). 
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[0006] Das Labeling von Enzymen wird z.B in der Biochemie zur Detektion in Immunoassays (ELISAs). in der Im- 
munohistochemie, beim Western Blotting und fur DNA- oder RNA-Hybridisierungsassays benotigt. Insbesondere Per- 
oxidase (Immunoassays, Immunoblots.. Imrnunohistochemie), Alkalische Phosphatase (Immunoassays.. Immunob- 
lots), (3-Galactosidase (Immunoassays, Immunoblots, Immunocytochemie mit Blutproben) und Glucoseoxidase (Im- 

5 munohistochemie, Biosensorik) finden vielfaltige biochemische, analytische und technische Anwendungen. 

[0007] Ein typisches Beispiel fur das bekannte Vorgehen ist die Herstellung von Konjugaten der Alkalischen Phos- 
phatase (AP), indem das Reagenz Succinimidyl-4-[Nmaleimidomethyl)-cyclohexan]-1 -carboxylat (SMCC) mit freien 
Aminogruppen der AP in einer waRrigen Pufferlosung zur aktivierten AP umgesetzt wird. Imzweiten Schrittkann dann 
eine niedermolekulare Verbindung oder ein Protein, z.B. ein Antikorper, uber freie Thiolgruppen an das Maleinimid der 

10 aktivierten AP verknupft werden. Ganz analog laBt sich z.B. auch die Meerrettich- Peroxidase (HRP) an Liganden oder 
an Antikorper binden. 

[0008] Weitere bekannte Methoden zur Herstellung von Proteinkonjugaten sind die reduktive Aminierung z.B. mit 
komplexen Borhydriden oder die Umsetzung mit reaktiven, kumulierten Mehrfachbindungssystemen. Zu letzteren zah- 
len beispielsweise die Isocyanate. So werden sogenannte Neoglycoproteine beispielsweise mit BSA (Bovine Serum 

f5 Albumin) hergestellt, indem bis zu 200 Aquivalente eines Isocyanat-modifizierten sialyl-Lewis-X Tetrasaccharids mit 
dem Protein umgesetzt werden ; wobei eine Epitopendichte bis zu 16 erreicht wird (J. K. Welply, Glycobiology 4, 
259-265, 1994). Weitere bekannte Methoden zur Anknupfung von Proteinen insbesondere an feste Phasen, wie Po- 
lysaccharide, werden in US 5,059,654 beschrieben. Typische Verfahren zur kovalenten Anknupfung von Polysaccha- 
riden an Tragerproteine mit dem Ziel der Herstellung von Vaccinen beruhen auf analogen Verfahren insbesondere 

20 unter Einsatz bifunktioneller Linker (WO 99/1 81 21 ). Die fur Glycoproteine und Proteoglycane gelaufigen Verfahren der 
Modif izierung werden in folgender Referenz ausfuhrlich beschrieben: B.Kuberan et al., Glycoconjugate J., 16, 271 -281 
(1999). 

[0009] Die angefuhrten bekannten Methoden zur Herstellung von Proteinkonjugaten verwenden zumeist sehr reak- 
tive, elektrophile Reagenzien (z.B Isocyanate, Carbodiimide), die mit den nativen, nucleophilen Gruppen des Proteins 

25 (Amin, Carboxylat, Thiol) reagieren. Fur die Anbindung eines nucleophilen Antigens an ein Protein, beispielsweise zur 
Produktion synthetischer Vaccine, wird dessen Reaktivitat durch ein geeignetes bifunktionelles Reagenz quasi "um- 
gepolt", indem das nach reduktiver Aminierung des Oligosaccharid-Antigens gewonnene Nucleophil z.B. mit einem 
Succimid-Aktivester amidiert wird, der seinerseits uber einen Linker mit einem elektrophilen Maleinimid verknupft ist, 
welches nachfolgend uber die nucleophilen Thiolgruppen des Proteins reagiert. Mit den bekannten Kupplungsreagen- 

30 zien lassen sich im Prinzip auch mehrere Reportergruppen oder Liganden an das Protein hangen, sofern letztere als 
Mischung oder nacheinander in mehreren Verfahren sschritten umgesetzt werden. Allerdings ware die Stochiometrie 
der auf diese Weise herzustellenden Protein konjugate nicht kontrollierbar, da nicht alle funktionellen Gruppen des 
Proteins genau gleichermaGen reaktivsind. Auch die molekulare Naheeinzufuhrender Liganden oder Reportergruppen 
im Protein ware so keinesfalls kontrollierbar. 

35 [0010] Andererseits waren neue Proteinkonjugate wunschenswert, in denen bis zu vier weitere funktionelle Gruppen 
(z.B. Liganden, Antigene) oderanalytisch detektierbare Gruppen (Reportergruppen, z.B. Farbstoffe) vorliegen konnen. 
Diese Gruppen sollten alle gleichzeitig in einem einzigen einfachen Verfahrensschritt an das Protein geknupft werden, 
mit exaktdefinierter Stochiometrie des gebildeten Proteinkonju gates und mitstrukturell definiertermolekularer Distanz 
der funktionellen bzw. analytischen Gruppen. 

^0 [0011] Dabei konnen die neuen Proteine la-c auch als Mischungen vorliegen mit dem Ziel, aus einer zunachst vor- 
handen Proteinmischung, die z.B. aus einer Zelle oder Korperflussigkeit gewonnen wurde, nach deren Auftrennung 
z.B. mittels Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) oder zweidimensionaler Gel- oder Kapillarelektrophorese 
ein spezifisches, detektierbares Proteinmuster zu erzeugen, das sich vom Muster der vorhandenen Proteinmischung 
durch die vorgenommene Modifizierung signifikant unterscheidet. 

45 [0012] Die oben genannten Methoden zur Herstellung von Proteinkonjugaten mit bifunktionellen Reagenzien konnen 
diese technischen Anforderungen nicht erfullen. Entsprechendes gilt auch fur spezielle hoherwertige Reagenztypen: 
So ist z.B. dasSulfo-SBED (Pierce, 1997, Seite 151) ein trifunktionelles Molekul zur Herstellung von Proteinkonjugaten, 
das einen aminospezifischen Succinimidester, einen BiotinLiganden und eine unspezifische photoreaktive Gruppe 
(Phenylazido) in einem Reagenz vereinigt. 

50 Aus Endeavour 18, 115 - 122 (1994) ist weiterhin bereits bekannt, daB niedermolekulare Amine mit Carbonsauren, 
Isonitrilen und einer Carbonylverbindung zu niedermolekularen Peptiden reagieren (Ugi-Reaktion). Losliche Proteine 
wurden hierfur als Amino-, Carbonsaure-.oder Aldehydkomponente bisher nicht verwendet. Insbesondere wurden Iso- 
nitrile als Kondensationsmittel in Verbindung mit Carbonylverbindungen hierfur bisher nicht verwendet. 

55 Beschreibung: 

[0013] Die Erfindung betrifft neue Proteinkonjugate der in den Formeln (la-c) angegebenen Strukturen 
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(ia) (lb) (Ic) 

10 

in denen P ein freie Amino-, Carboxyl- oder Aldehydgruppen tragendes Protein wie ein Albumin, Immunglobulin, An- 
tikorper, Avidin, Streptavidin, Hemocyanin, Lectin, Enzym oder Serum-Glycoprotein bedeutet, 

und R A fur einen von Aminen R A -NH 2 abgeleiteten Rest steht, wobei R A ein Aminogruppen tragender linearer oder 
15 verzweigter Alkyl- oder Cycloalkyirest aus bis zu 1 8 C-Atomen, ein Aminogruppen tragendes Alkaloid, Peptid oder 

Protein, Kohlenhydrat, Nucleotid, Nucleosid, Steroid, Terpen, Porphyrin, Chlorin, Corrin, Eicosanoid, Pheromon, 
Vitamin, insbesondere ein n-(Biotinamido)-n-alkylrest mit n = 2-8, ein Antibiotikum, Cytostatikum, ein Farbstoff- 
molekul oder einen Kryptanden, insbesondere Trisbipyridinium-europium(lll), bedeuten, 

20 und R c fur einen von Carbonsauren R c -C0 2 H abgeleiteten Rest steht, wobei R c ein Carboxylgruppen tragender 

linearer oder verzweigter Alkyl- oder Cycloalkyirest aus bis zu 1 8 C-Atomen, ein Carboxylgruppen tragendes Al- 
kaloid, Peptid oder Protein, Kohlenhydrat, Nucleotid, Nucleosid, Steroid, Terpen, Porphyrin, Chlorin, Corrin, Eico- 
sanoid : Pheromon, Vitamin, insbesondere Biotin, ein Antibiotikum, Cytostatikum, Farbstoffmolekul oder einen 
Kryptanden, insbesondere Trisbipyridinium-europium(lll), bedeuten, 

25 

und R, fur einen von Isonitrilen R,-NC abgeleiteten Rest steht, wobei R,ein Isonitrilgruppen tragender linearer oder 
verzweigter Alkyl- oder Cycloalkyirest aus bis zu 18 C-Atomen, Methoxycarbonylethyl, t-Butoxycarbonylmethyl, 
Phenyl, o-Alkylphenyl, m-Alkylphenyl, p-Alkylphenyl, o-Halogenphenyl, m-Halogenphenyl, p-Halogenphenyl, 
2,3-Dihalogenphenyl, 2,4-Dihalogenphenyl, 3,4-Dihalogenphenyl, o-Alkoxyphenyl, m-Alkoxyphenyi, p-Alkoxyphe- 
30 nyl, o-Arylphenyl, m-Arylphenyl, p-Arylphenyl, o-Aryloxyphenyl, m-Aryloxyphenyl, p-Aryloxyphenyl, o-Nitrophenyl, 

m-Nitrophenyl, p-Nitrophenyl, 1-Naphthyl, 2-Naphthyl, Benzolsulfonylmethyl, p-Toluolsulfonylmethyl, ein Pyrano- 
syl-, Furanosyl- oder Nucleosyl-Rest, einen n-(Biotinamido)-n-alkylrest mit n = 2-8 oder ein Farbstoffmolekul be- 
deuten, 

35 und R 1 und R 2 fur einen von Carbonylverbindungen abgeleiteten Rest R r C(=0)-R 2 stehen und gleichzeitig oder 

unabhangig voneinander Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, i-Propyl, Cyclopropyl, Butyl, i-Butyl, t-Butyl, Cyclobu- 
tyl, Pentyl, Cyclopentyl, Hexyl, Cyclohexyl, 2-Methylbutyl, Heptyl, Octyl, Nonyl, Decyl, Undecyl, Dodecyl, Methoxy- 
carbonylethyl, t-Butoxycarbonylmethyl, Phenyl, o-Alkylphenyl, m-Alkylphenyl, p-Alkylphenyl, o-Halogenphenyl, m- 
Halogenphenyl, p-Halogenphenyl, 2,3-Dihalogenphenyl, 2,4-Dihalogenphenyl, 3,4-Dihalogenphenyl : o-Alkoxy- 

40 phenyl m-Alkoxyphenyl, p-Alkoxyphenyl, o-Arylphenyl, m-Arylphenyl, p-Arylphenyl, o-Aryloxyphenyl, m-Aryioxy- 

phenyl p-Aryloxyphenyl, o-Nitrophenyl, m-Nitrophenyl, p-Nitrophenyl, 1-Naphthyl, 2-Naphthyl, Oxiranyl, Vinyl, 
Propenyl, Propen-2-yl, 2-Penten-2-yl, 3-Hepten-3-yl, Penta-1 ,3-dienyl, Phenylmethyl, 1 -Phenylethyl, 2-Phenyle- 
thyl, Cyclohexen-3-yl, Cyclohexen-4-yl, 2-Furyl, 3-Furyl, 2-Thienyl, 3-Thienyl : 2-Pyrrolyl, 3-Pyrrolyl, Halogenme- 
thyl, Dihalogenmethyl, TrihalogenmethyL 2-Pyridyl, 3-Pyridyl, 4-Pyridyl bedeuten konnen 

45 

und n = 1-1 5 ; vorzugsweise 1-10 bedeutet. 

[0014] Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung der neuen Proteinkonjugate der Formeln (la-c), 
indem man ein losliches Protein (P) oder ein an einer festen Phase immobilisiertes Protein (P), das freie Amino-, 
so Carbonsaureoder Aldehyd-Gruppen tragt, miteinem Amin R A -NH 2 oder einer Carbonsauren R c -C0 2 H, einem Isonitril 
R,-NC und einer Carbonylverbindung R r C(=0)-R 2 , wobei die Reste R A , R c , R,, ^ und R 2 die oben angegebene 
Bedeutung haben, in waBriger Losung zu den betreffenden Protein-Konjugaten (la), (lb) oder (Ic) umsetzt. 
[0015] Dabei werden die betreffenden Strukturvarianten (la-c) - wie aus den Strukturformeln ersichtlich - aus den 
entsprechenden Komponenten wie folgt erhalten: 

55 

(la): aus dem Protein (P), dem Amin R A -NH 2 , dem Isonitril R r NC und der Carbonylverbindung R, -C(=0)-R 2j 
(lb): aus dem Protein (P), der Carbonsaure R c -C0 2 H, dem Isonitril R r NC und der Carbonylverbindung R 1 -C(=Q)- 
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R 2 . 

(ic): aus dem oxidierten Protein (P) ; der Carbonsaure R c -C0 2 K dem Amin R A -NH 2 und dem Isonitril R,-NC. 

5 [0016] Das erfindungsgemaBe Verfahren ist besonders geeignet fur die Umsetzung von Proteinen (P), die freie Ami- • 
nogruppen oder freie Carboxylatgruppen oder freie Aldehydgruppen tragen. Insbesondere geeignet sind die folgenden 
Proteine entweder in freier oder festphasengebundener Form: 

Tragerproteine, die nhit Haptenen (Peptiden oder Kohlenhydrate) als immunogene Epitope verknupft werden sol- 
10 len, z.B. KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), CRM (nicht toxische Diphtherie-Toxinvarianten) oder Albumine wie 

Rinderserum-Albumin (BSA: Bovine Serum Albumin). 

In der Immunologie verwendete native oder rekombinante Proteine mikrobiellen Ursprungs, z.B. die Proteine A, 
G oder A/G, die den Fc-Teil von Immunglobulinen, z.B. in IgG, erkennen. Ferner Avidin und Streptavidin sowie 
Lectine wie z.B. Concanavalin A oder Weizenkeim-Agglutinin (WGA) und Peptidoglycane 
15 - Immunglobuline IgG, IgM, IgA, auch in oxidierter Form, z.B. oxidiertes IgG. 

Enzyme, wie z.B. Pepsin, Papain, Trypsin, Ficin, Chymotrypsin, Lipasen, Esterasen, Oxidoreduktasen, Transami- 
nasen, Glycosidasen, z.B. p-Galactosidase, Glycosyltransferasen, Amidasen, Hydantoinasen, Meerrettich- Per- 
oxidase (HRP: Horse Radish Peroxidase, Alkalische Phosphatase (AP). 

20 [0017] Die Umsetzung des Proteins (P) mit dem Amin R A -NH 2 oder der Carbonsaure R c -C0 2 H, und dem Isonitril 
R|-NC und der Carbonylverbindung R-|-C(=0)-R 2 erfolgt beim erfindungsgemaBen Verfahren derart, daB zu einer L6- 
sung oder einer Suspension von (P) in waBrigem Puffer, der die weiteren Komponenten jeweils in mindestens molarer 
Menge zum Protein enthalt, nacheinander das Amin R A -NH 2 oder die Carbonsaure R c -C0 2 H und das Isonitril Rj-NC 
hinzu gegeben warden. Hierbei werden die jeweils benotigten Komponenten Amin R A -NH 2 , Carbonsaure R c -C0 2 H, 

25 Isonitril R r NC und die Carbonylverbindung R-,-C(=0)-R 2 in einem 1 0-1 0.000 fachen molaren UberschuB zum Protein 
(P) eingesetzt, vorzugsweise im molaren Verhaltnis 100-1.000, besonders bevorzugt im Verhaltnis 200-1000. 
[001 8] Als Reaktionslosung eignen sich waBrige Puffer wie beispielsweise 0.001 - 1 .0 molare Losungen von Natrium- 
oder Kalium-dihydrogenphosphat mit Dinatrium- oder Dikalium-hydrogenphosphat oder-Tris(hydroxymethyl)-amino- 
methan mit Salzsaure, bevorzugt geeignet sind Pufferlosungen fur den pH-Bereich zwischen 5 und 9, besonders be- 

30 vorzugt zwischen pH 6 und pH 8. 

[0019] Dem Puffer konnen bei dem erfindungsgemaBen Verfahren die Cosolventien Methanol, Ethanol, Propanol, 
i-Propanol, Butanol, Essigsaure-ethylester, Essigsauremethylester, Dimethylformamid, Acetonitril, Dimethylsulfoxid 
oder Sulfolan in Mengen von 0.1-20 Vol-% zugesetzt werden, je nach den Loslichkeitserfordernissen der Reaktions- 
partner. Die Reaktionstemperatur liegt zwischen 0°C und 90°C, bevorzugt bei 10°C bis 40°C, besonders bevorzugt 

35 bei Raumtemperatur. 

[0020] Die durch das erf indungsgemaBe Verfahren erhaltlichen rohen Protein konju gate (la-c) konnen weiterhin durch 
Dialyse mitwaBrigen Pufferlosungen oder reinem Wasser sowie durch dem Fachmann gelaufige biochemische Chro- 
matographie-Verfahren gereinigt und dann der weiteren Anwendung zugefuhrt werden. 

[0021 ] Der exakte Struktumachweis der Produkte (la-c), das heiBt die anaiytische Bestimmung der mittleren Anzahl 
40 (n) der am Protein (P) gebundenen Komponenten, erfolgt durch die direkte Messung des Molekulargewichtes mittels 
MALDI-TOF-Massenspektrometrie Oder durch die selektive Bestimmung einer oder mehrerer an das Protein gebun- 
dener Komponenten. So laBt sich die beispielsweise die Menge eines uber die Komponenten R A -NH 2 , R c -C0 2 H oder 
R,-NC eingefuhrten Farbstoffmolekuls in einfacher Weise uber die UV-Extinktion messen. Ein analog eingefuhrtes 
Nucleotid laBt sich - gegebenenfalls nach Amplifikation mittels der PCR-Verfahren - nach den gelaufigen biochemi- 
45 schen Verfahren quantifizieren. 

[0022] Die resultierende berechnete Zahl (n) beschreibt die Stdchiometrie, d.h die sogenannte mittlere Epitopdichte 
am Protein (P) der Formeln (la-c). 

[0023] So kann die praktische Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens beispielsweise so erfolgen, daB 
zuerst ein Protein (P), wie z.B. das Rinderserumalbumin, bei Raumtemperatur (ca. 20°C) in 0.1 molarem Phosphat- 

50 puffer (pH-Wert 7.5), der die Carbonylverbindung R r C(=0)-R 2 im molaren Verhaltnis zwischen 100 - 4.000 enthalt, 
gelost wird. AnschlieBend wird zu dieser Losung nacheinander R A -NH 2 oder R c -C0 2 H sowie R,-NC im entsprechenden 
molaren Verhaltnis zwischen 100 - 4.000 (bezogen auf P) gegeben. Nach zweiTagen Reaktionszeit bei Raumtempe- 
ratur werden die OberschCisse der niedermolekularen Reaktionskomponenten durch Dialyse mit Puffer oder reinem 
Wasser oder durch Chromatographie entfernt. Die Losung oder Suspension des so erhaltlichen neuen Proteinkonju- 

55 gates wird dann wie oben beschrieben analytisch charakterisiert. 

[0024] Durch Variation der insgesamt 4 Reaktionskomponenten 1 . Amin R A -NH 2 , 2. Carbonylverbindung R r C(=0)- 
R 2 , 3. Carbonsaure R c -C0 2 H und 4. Isonitril R,-NC - wobei das Protein (P) je nach Auswahl der verbleibenden 3 im 
UberschuB eingesetzten Reaktionskomponenten entweder als Amin R A -NH 2 , Carbonylverbindung R^C^OJ-Rg oder 



5 
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als Carbonsaure R c -C0 2 H eingesetzt wird - ergeben sich mannigfaltige Moglichkeiten der Anbindung nahezu belie- 
biger Komponenten an (P). wobei uber Variation der betreffenden Reste R bis zu 4 verschiedene Typen von Liganden 
(z.B. Biotin) und/oder Reportergruppen (z.B. Farbstoffe) in exakt definiertem stochiometrischem Verhaltnis 1:1:1:1 und 
in definiertem molekularem Abstand relativ zueinander und relativ zum Protein eingefuhrt werden. Die molekularen 
Verhaltnisse lassen sich hierbei noch durch die Auswahl der Spacerlangen in den Resten R A , R 1t R 2 , R c und R, 
einstellen. 

[0025] Eine kleine Auswahl der sich daraus ergebenden vielfaltigen Moglichkeiten beispielsweise zur Konjugation 
von 2 verschiedenen Farbstoffen (F1 und F2) sowie eines weiteren beliebigen Liganden, z. B. von Biotin (B) wird durch 
folgende Formeln illustriert: 
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[0026] Ein Beispiel ist z.B. die Verwendung eines Farbstoff labels als Carboxylkomponente R c -C0 2 H und eines Bio- 
tinliganden als Aminkomponente R A -NH 2 : 



40 
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[0027] Diese Beispiel illustriert das Anwendungspotential der erfindungsgemaBen Proteinkonjugate und die Einfach- 
heit des Verfahrens ihrer Herstellung: Die vier Reaktionskomponenten 

1 . Oxidierie Protein Meerrettichperoxidase als Carbonylkornponente HC(-0)-R 2 , 

2. Rhodamin Farbstofflabe! als Carboxylkomponente R c -C0 2 H 

3. Biotinliganden als Aminkomponente R A -NH 2 
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4. Cyclohexylisonitril als R r NC 

werden einfach im gewunschten stochimetrischen Verhaltnis vereinigt und unter milden Bedingungen im waBrigen 
Puffer umgesetzt. Der skizzierte Reaktionsverlauf und die Struktur des neuen Proteinkonjugates laGt sich nun exakt 
5 anhand unabhangiger funktionaler Bestimmungsverfahren fur die beiden Reportergruppen (Biotin, Farbstoff) charak- 
terisieren: So ergibt die Molmassenbestimmung mittels MALDI-TOF eine mittlere Epitopendichte n = 3.4, die durch 
einen Biotin-ELISA-Test (n = 3.3) und die UV-Extinktionsmessung (n = 3.5) abgesichert wird. Die Aktivitat des Enzyms 
(Restaktivitat 93%) bleibt im Enzymassay weitgehend erhalten. 

[0028] Umgekehrt konnte auch Rhodamin B uber einen geeigneten Linker als Arninkomponente R A -NH 2 und Biotin 
10 als Carboxylkomponente R c -C0 2 H eingesetzt werden, um nur eine der vielfaltig moglichen Variationen aufzufuhren. 
Die stochiometrisch vorliegende Reportergruppe kann also zur direkten internen Bestimmung einer weiteren Repor- 
tergruppe herangezogen werden, und umgekehrt, was die Genauigkeit der Bestimmungen erhoht. So kann im oben 
aufgefuhrten Beispiel der Farbstoff zur direkten internen Bestimmung des Biotinylierungsgrades dienen, und umge- 
kehrt. Dies kann wesentlich einfacher sein als die gelaufigen Verfahren zur Biotinbestimmung in Proteinen, bei denen 
is indirekte Methoden eingesetzt werden: So verwendet z.B. die HABA-Avidin-Methode (HABA = 2-Hydroxyazobenzol- 
4'-carbonsaure) die Bindung an Avidin unter Bildung eines farbigen Komplexes (Absorption 500 nm), der durch freies 
Biotin verdrangt wird. Aus mehreren Meftpunkten wird eine Standardkurve erstellt, aus der Biotinylierugsgrad bestimmt 
wird. 

[0029] Die erfindungsgemaBen Proteinkonjugate (la-c) lassen sich also vielfaltig beispielsweise auch mit dem Sy- 
20 stem des Biotin-Avidin-Komplexes (ABC) zur Detektion und Quantifizierung von Antigenen, z.B. an festen Phasen, 
verwenden. Dazu gehoren naturgemaO auch samtliche auf diesem System beruhende biochemische Assaymethoden, 
wie z.B. der klassische EL ISA-Assay, FluoreszenzaktivierteZellsortierung (FACS), Affinitatschromatographie und das 
Western Blotting. Avidin, Streptavidin, Meerrettichperoxidase, Glucoseoxidase und Alkalische Phosphatase sind haufig 
vcrwcndctc Protcinc und Enzyme in diesen Systemen. Haufig verwendete Farbstoffe sind z.B. Fluorescein, (FITC), 
25 Rhodamin B und Texasrot, aber auch Varianten dieser Molekule mit verbesserten Fluoreszenzeigenschaften konnen 
im Sinne des erfindungsgemaBen Verfahrens verwendet werden, beispielsweise Konjugate von Sulforhodaminen (US 
5,846,737). 

[0030] Die erfindungsgemaBen Proteinkonjugate (la-c) lassen sich demnach vielfaltig in die immunologischen Me- 
thoden der klinischen Diagnostik integrieren, mit deren Hilfe beispielsweise Plasmaspiegel von Analyten im Blut kon- 
30 trolliert werden, hormonelle Regelkreise uberwacht werden (Schilddrusenfunktion, Fertilitat), virale Infektionen nach- 
gewiesen werden (Hepatitis, HIV) oderTumor-assoziierte Proteine detektiert werden (Tumornachsorge). Makromole- 
kule wie Peptide. Proteine und Nucleinsauren werden in der Regel uber heterogene Immunoassays (Festphase z.B. 
als Trager eines Antikorpers) bestimmL wahrend fur niedermolekulare Substanzen auch homogene Methoden wie der 
Fluoreszenz-Polarisationsassay (FPIA) oder Enzymemultiplied Immunoassay (EMIT) verwendet werden. Neuere Me- 
ss thoden haben eine gesteigerte Sensitivitat, indem der Analyt (z.B. ein Tumormarkerprotein) gleichzeitig an einen mo- 
noklonalen Antikorper, konjugiert mit einem Europium(lll)-Komplex, und an einen weiteren Antikorper, gekoppelt an 
ein Farbstoff molekul (Allophycocyanin) bindet. Nach derTheorie von Fdrsterf uhrt die eingestrahlte monochromatische 
Lichtenergie bei der Bindung durch die molekulare raumliche Nahe von Lanthanidkomplex und Farbstoffmolekul zu 
einem strahlungslosen Ubergang von ersterem auf letzteres, und dadurch wird eine langlebige und amplifizierte Emis- 
40 sion hervorgerufen (Time-resolved Amplified Cryptate Emission Asssay, TRACE) (Bioforum, 7-2, 1998, 14-16). In ahn- 
licher Weise kann die raumliche Nahe von einen oder mehreren Farbstoffen (multiple chromophore Donorgruppen) 
mit einem Fluoreszenz-Akzeptorfarbstoff zur Signalamplifikation genutzt werden (US 5,849,489). Eine besonders emp- 
findliche Spurenanalyse von Biomolekulen beruht auf der sogenannten Fluoreszenz-Cross-Corelation (FCS) -Spek- 
troskopie, bei der die Lichtverstarkung durch zwei fluorogene Farbstoffe in definierter raumlicher Nahe erfolgt. Die 
45 Einstrahlung mit zwei entsprechenden Laserquellen fiihrt zu Energietransfers und einer verstarkten Fluoreszenz-Emis- 
sion des markierten Molekuls, die mit Photonen-Detektoren in konfokaler Anordnung gemessen wird. Verwendet wer- 
den z.B. die Farbstoffe Rhodamin-Grun und Cy5 (beidevon Amersham Life Sciences erhaltlich). Die Grundlagen dieser 
Methodik, mit deren Hilfe wenige Kopien einer amplifizierten DNA quantifiziert wurden, finden sich beschrieben in: R. 
Rigler et al., J. Biotechnot., 63, 97-109 (1998). 
so [0031 ] Da das erfindungsgemaBe Verfahren die Anknupfung von bis zu 4 Reportgruppen in definierter Stochiometrie 
und einstellbarer molekularer Distanz erlaubt lassen entsprechende Proteinkonjugate (la-c) mit diesen Farbstofftypen 
(Beispiele fur entsprechende Derivate in US 5,849,489) ebenfalls eine stark gesteigerte Empfindlichkeit der Detektion 
des Proteins selbst bzw. eines gebundenen Liganden bzw. eines im Immunoassay bestimmten zu bestimmenden 
Analyten erwarten. 

55 [0032] Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich insbesondere auch zur gezielten Konjugation von Sacchariden 
mit definierter Epitopdichte am Protein (siehe Beispiele). Letztere kann z.B. uber die stochiometrische, simultane An- 
bindung eines Farbstoff-Reportermolekuls in einer der Reaktionskomponenten bestimmt werden. Dies eroffnet die 
Moglichkeit zur kontrollierten Anbindung von mehreren Saccharid-Antigenen, beispielsweise von verschiedenen bak- 
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teriellen oder viralen Serotypen (z.B. Influenza, Hepatitis) 7u noch hohervalenten Vaccinen oder von mehreren Tumor- 
assoziierten Antigenen furTumorvaccine, beispielsweise an hierfur geeignete Proteine wie CRM (nicht-toxische Diph- 
terietoxin-Variante) oder an das KLH-Protein 

[0033] Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich ferner zur kovalenten Anknupfung von einem oder von bis zu 
5 drei verschiedenen Cytostatika an ein Protein, beispielsweise an einen Tumor-spezifischen Antikbrper oder an ein 
Enzym, z.B. an eine Glycosidase, oder an ein Glycoprotein, das von einem zellspezifischen Lectin erkannt wird, wie 
z.B. an Asialoglycoproteine, die von Leberzellen-Lectinen erkannt werden. 

[0034] Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich ferner zur Umsetzung von Proteinmischungen mit dem Ziel, 
ein spezifisch detektierbares Proteinmuster nach entsprechender Auftrennung dieser Proteinmischung zwecks ana- 

10 lytischer Charakterisierung des Proteoms eines Organismus (Proteomics). Hierbei wird die Probenvorbereitung ledig- 
lich um den erfindungsgemaBen Verfahrensschritt erganzt, bevor das ubliche zweidimensionate Elektrophorese-Chro- 
matogramm (das sogenannte 2 DE map) angefertigt wird. Ubliche Methoden zur Visualisierung der Proteinspots auf 
Gelen als stationarer Phase arbeiten mit Chromassie Blue oder Silbernitrat (Staining) sowie mit Fluoreszenzfarbstoffen . 
Die Auftrennung in zwei Dimensionen erfolgt nach den Molmassen und nach den isoelektrischen Punkten (pl-Werte) 

15 der Proteine, wobei basische Proteine z.B. bis pi 9 und saure Proteine bis pi 4-5 detektiert werden. 

[0035] Jenseits dieser pl-Werte liegende Proteine werden schlechter oder gar nicht getrennt bzw. detektiert. Hier 
bietet das erfindungsgemaBe Verfahren eine technische Losung zur besseren Auftrennung und Detektion, indem stark 
basische Proteine als Aminkomponente mit einer niedermolekularen Carbonsaure R c -C0 2 H, einem Isonitril R,-NC 
und einer Carbonylverbindung R r C(=0)-R 2 umgesetzL werden, wobei mindestens eine der letzteren drei Komponen- 

20 ten z.B. jeweils Farbstoffe oder Biotinlabel enthalten. Starksaure Proteine werden sinngemaB als Carboxylkomponente 
mit dem Amin R A -NH 2 und dem Isonitril R,-NC und der Carbonylverbindung R 1 -C(=0)-R 2 umgesetzt. Glycoproteine 
werden in der oxidierten Form als Carbonylkomponente mit dem Amin R A -NH 2 , der Carbonsaure R c -C0 2 H und dem 
Isonitril R,-NC umgesetzt. Es ergeben sich also drei neue Moglichkeiten der Mustererzeugung von Proteinmischungen, 
wobei die neu entstandene Gruppierungen von Proteinen durch das anhangende Label identifiziert werden konnen. 

25 BeikonsekutiverAnwendungallerModifizierungen konnten entsprechendeGruppen von Proteinen gleichzeitiganhand 
ihrer unterschiedlichen Label zugeordnet werden. 

[0036] Die Erfindung wird durch die nachfoigenden Ausfuhrungsbeispiele naher erlautert. 
Beispiel 1 

30 

Herstellung von (la) fur P = Rinderserumalbumin (BSA), R 1 , R 2 = CH 3 , R, = CyclohexyL R A = 5-(p-D-Glucopyranosyloxy) 
pentyl, n = 7.7. 

[0037] Zu 3 ml 0.1-molarem Phosphatpuffer, pH 7.5, gibt man bei Raumtemperatur eine Losung von Rinderserum- 
35 albumin (1 mg, 0.015 jimol) in Wasser (1 ml), 5-%ige Acetonlosung in Wasser (67.2 45 |imol), 5-Aminopentyl-p-D- 
glucopyranosid (13.59 mg ; 45 jjimol) und 2 Tropfen Cyclohexylisonitril. Die Losung wird 2 Tage bei Raumtemperatur 
stehen gelassen und mit einer Ultrafiltrationszelle konzentriert. Das rohe Proteinkonjugat wird anschlieBend einmal 
gegen 0.1 molaren Phosphatpuffer, pH 7.5, und zweimal gegen reines Wasser dialysiert. Die Molmasse Produktes 
wird mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie bestimmt: Molekulargewicht: 69978 Da, d.h. eine mittlere Epitopen- 
40 dichte von n=7.7. 
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Beispiel 2 



Herstellung von (la) fur P= Rinderserumalbumin (BSA) ; R 1( 
pentyl, n = 1 .0. 



R 2 = CH 3r R, = Cyclohexyl, R A = 5-(p-D-Glucopyranosyloxy) 



10 



15 



[0038] Analog Beispiel 1 werden in 0,1 -molarem Trispuffer, pH 7.5, Rinderserumalbumin (1 mg, 0.015 urnol), 5-%ige 
Acetonlosung in Wasser (2.24 jil, 1,5 ujnol), 5-Aminopentyl-p-D-glucopyranosid (0.45 mg, 1.5 urnol) und 1 Tropfen 
Cyclohexylisonitril umgesetzt. Ergebnis: Molekulargewicht: 66898 Da, mittlere Epitopendichte: n=1.0; Formel siehe 
Beispiel 1 . 

Beispiel 3 

Herstellung von (la) fur P = Rinderserumalbumin (BSA), R-,, R 2 = CH 3 , R, = Methoxycarbonylmethyl, R A = 5-{p-D- 
Glucopyranosyloxy)pentyl, n = 8.8. 

[0039] Analog Beispiel 1 werden in 0.1 -molarem Phosp hat puffer, pH 7.5, Rinderserumalbumin (1 mg, 0.015 |imol), 
5-%ige Acetonlosung in Wasser (22.4 jil, 1 5 u.mol), 5-Aminopentyl-p-D-glucopyranosid (4.5 mg, 1 5 u.mol) und 1 Tropfen 
Isocyanessigsaure-methylester umgesetzt. Ergebnis: Molekulargewicht: 67948 Da, d.h. mittlere Epitopendichte: n=3.4 



20 



25 



30 



MeO' 



H 




HO 



OH 



" Rinderserumalbu min 



— 1 n 



35 



40 



Beispiel 4 

Herstellung von (la) fur P = Rinderserumalbumin (BSA), R 1( R 2 = CH 3 , R, = Cyclohexyl, R A = 5-(2-Acetamido-2-desoxy- 
p-D-glucopyranosyloxy)pentyl, n = 8.8. 

[0040] Analog Beispiel 1 werden in 0.1-molarem Phosphatpuffer, pH 7.5, Rinderserumalbumin (1 mg, 0.015 ujriol), 
5-%ige Acetonlosung in Wasser (44.8 jil, 30 u,mol), 5-Aminopentyl-2-acetamido-2-desoxy-p-D-glucopyranosid (10.28 
mg, 30 u.mol) und 2 Tropfen Cyclohexylisonitril umgesetzt. Ergebnis: Molekulargewicht: 70480 Da, d.h. mittlere Epito- 
pendichte: n=8.8. 
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Beispiel 5 



10 



15 



Herstellung von (lb) fur P = Rinderserumalbumin (BSA), R 1; R 2 = CH 3; R, = Cyclohexyl, R c = (2-O-Acetyl-p-D-gluco- 
pyranosyloxy)methyl, n = 9.9. 

[0041] Analog Beispiel 1 werden in 0.1-molarem Phosphatpuffer, pH 7.5, Rinderserumalbumin (1 mg, 0.015 ujtioI), 
5-%ige Acetonlosung in Wasser (89.6 ul, 60 umol), Carboxymethyl-2-O-acetyl-p-D-glucopyranosid (19.1 mg, 60 umol) 
und 2 Tropfen Cyclohexylisonitril umgesetzt. Molekulargewicht: 70975 Da, mittlere Epitopendichte: n=9.9 
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Beispiel 6 

Herstellung von (lb) fur P = Rinderserumalbumin (BSA), R.,, R 2 = CH 3 , R, = Cyclohexyl, R c = Rhodamin B, n = 4.1-4.8. 

[0042] Analog Beispiel 1 werden in 0.1-molarem Phosphatpuffer, pH 7.0, (3932,8 uJ), Rinderserumalbumin (1 mg, 
0.015 urnol), 5-%ige Acetonlosung in Wasser (67.2 uJ, 45 u,mol), Rhodamin B (21 .6 mg, 45 u.mol, in 400 uJ Wasser) 
und 2 Tropfen Cyclohexylisonitril umgesetzt. Die Bestimmung der Konjugatausbeute und der mittleren Epitopdichte 
erfolgt photometrisch durch Messung der Extinktionen bei 280 nm (Rinderserumalbumin) und 575 nm (Rhodamin B). 



Ergebnis nach 1 Tag Reaktionszeit: 




Rinderserumalbumin: 7.4 nmol 
Konjugatausbeute: 49% 


Rhodamin B: 30.4 nmol 
mittlere Epitopdichte: n=4.1 


Ergebnis nach 2 Tagen Reaktionszeit: 




Rinderserumalbumin: 1,2 nmol 
Konjugatausbeute: 8.3% 


Rhodamin B: 6,0 nmol 
mittlere Epitopdichte: n=4.8 
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Beispiel 7 

Herstellung von (lb) fur P = Rinderserumalbumin (BSA), R 1f R 2 = CH 3; R, = 1 p-D-Glucopyranosyl. R c = Rhodamin B, 
n = 6.8-12.5. 

5 

[0043] Analog Beispiel 1 werden in 0.1-molarem Phosphatpuffer, pH 7.0 (2932,8 jil), Rinderserumalbumin (1 mg, 
0.01 5 fimol), 5-%ige Acetonlosung in Wasser (67.2 |il, 45 jimol), Rhodamin B (400 u,g, 0.835 jimol, in 400 uJ Wasser) 
und p-D-Glucopyranosylisonitril (1.9 mg, 10 umol, in 1 ml Wasser) umgesetzt. Das p-D-Glucopyranosylisonitril wird 
frisch aus 2,3,4, 6-Tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranosylisonitril (3.6 mg, 1 0 |imol) durch Losen in 5 ml Methanol, 5 h Ruh- 
10 ren bei RT mit einer katalytischen Menge NaOMe, Neutralisieren mit Dowex H+ lonentauscher Filtrieren und Konzen- 
trieren des Filtrats hergestellt. Die Bestimmung der Konjugatausbeute und der mittleren Epitopdichte erfolgt photome- 
trisch durch Messung der Extinktionen bei 280 nm (Rinderserumalbumin) und 575 nm (Rhodamin B). 



Ergebnis nach 2 Tagen Reaktionszeit: 




Rinderserumalbumin: 15nmol 
Konjugatausbeute: 100% 


Rhodamin B: 6,8 nmol 
mittlere Epitopdichte: n=0.45 


Ergebnis nach 4 Tagen Reaktionszeit: 




Rinderserumalbumin: 12 nmol 
Konjugatausbeute: 80% 


Rhodamin B: 12,5 nmol 
mittlere Epitopdichte: n=1 .04 




40 BeispielS 

Herstellung von (lb) fur P = Meerrettichperoxidase (HRP), R 1 = H, R 2 = CH 2 CH 3 , R, = Cyclohexyl, R c = 5-(Biotinoyl- 
amino)pentyl, n = 3.0 

45 [0044] Analog Beispiel 1 werden in 0.1-molarem Phosphatpuffer, pH 7.5 (4000 uJ), Meerrettichperoxidase (1 .9 mg, 
0.049 ujtio! HRP), (+)-Biotinaminocapronsaure (14.5 mg, 45 u.mol), Propionaldehyd (2.4 u,g, 0.05 jimol) und Cyclohe- 
xylisonitril (2 Tropfen) umgesetzt. Die Bestimmung der Konjugatausbeute erfolgt photometrisch durch Messung der 
Extinktion bei 280 nm. Die Restaktivitat des Peroxidasekonjugats erfolgt photometrisch im Vergleich zu nativer Per- 
oxidase durch Oxidation einer ABTS-Farbstofflosung und Messung der Extinktion bei 404 nm. Die quantitative Bestim- 

50 mung des Biotinylierungsgrads erfolgt photometrisch durch Verdrangung von HRP-BA aus seinem Avidinkomplex und 
Messung der Extinktion bei 500 nm sowie qualitativ durch E USA-Test an Streptavidin-belegten Mikrotiterplatten. 



Ergebnis nach 1 Tag Reaktionszeit: 




Peroxidasekonjugat: 36 nmol (75%) 
Biotingehalt: 108 nmol 


Restaktivitat: 62% 
Epitopdichte: n=3.0 
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Beispiel 9 

Herstellung von (Ic) fur P = ox-Meerrettichperoxidase (ox-HRP), R, = Cyclohexyl, R c = Rhodamin B, R A = = 5-(Bioti- 
noylamino)pentyl, n = 3.3-3.4 

[0045] Analog Beispiel 1 werden in 0.1 -molarem Phosphatpuffer, pH 7.5 (4000 Nal0 4 oxidierte Meerrettichper- 
oxidase (1.8 mg, 0.045 umol), (+)-Biotinamidopentylamin (14.8 mg, 45 nmol), Rhodamin B (21.6 mg, 45 urnol) und 
Cyclohexylisonitril (2 Tropfen) umgesetzt. Die Bestimmung der Konjugatausbeute erfolgt photometrisch durch Mes- 
sung der Extinktion bei 280 nm (Peroxidasekonjugat) und 575 nm (Rhodamin B). Die Bestimmung der Restaktivitat 
des Peroxidasekonjugats erfolgt photometrisch im Vergleich zu nativer Peroxidase durch Oxidation von ABTS-Losung 
und Messung der Extinktion bei 404 nm. Die quantitative Bestimmung des Biotinylierungsgrads erfolgt photometrisch 
durch Verdrangung von ox-HRP-BA aus seinem Avidinkomplex und Messung der Extinktion bei 500 nm, sowie quali- 
tativ durch einen ELISA-Test an Streptavidin-belegten Mikrotiterplatten. 



Ergebnis nach 1 Tag Reaktionszeit: 




Molekulargewicht: 46118 Da 
Peroxidasekonjugat: 4.8 nmol (11%) 
Rhodamin B-Gehalt: 16.8 nmol 
Biotingehalt: 16 nmol 


Epitopendichte: n = 3.4 
Restaktivitat: 93% 
Epitopendichte: n=3.5 
Epitopdichte: n=3.3 
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Beispiel 10 
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Herstellung von (Ic) fur P = ox-Meerrettichperoxidase (ox-HRP) ; R, = Cyclohexyl, R c = 5-(Biotinoylamino)pentyl, R A = 
= 5-(Biotinoylamino)pentyl, n = 1.0 

[0046] Analog Beispiel 1 werden in 0.1-molarem Phosphatpuffer, pH 7,5 (4000 jat), Nal0 4 oxidierte Meerrettichper- 
oxidase (1 mg, 0.026 (imol), (+)-Biotinamidopentylamin (14.8 mg, 45 u.mol), (+)-Biotinaminocapronsaure (14.5 mg, 45 
jimol) und Cyclohexylisonitril (2 Tropfen) umgesetzt. Die Bestimmung der Konjugatausbeute erfolgt photometrisch 
durch Messung der Extinktion bei 280 nm. Die Messung der Restaktivitat des Peroxidasekonjugats erfolgt photome- 
trisch im Vergleich zu nativer Peroxidase durch Oxidation von ABTS-Losung und Messung der Extinktion bei 404 nm. 
Die quantitative Bestimmung des Biotinylierungsgrads erfolgt photometrisch durch Verdrangung von ox-HRP-BA aus 
seinem Avidinkomplex und Messung der Extinktion bei 500 nm sowie qualitativ durch EL ISA-Test an Streptavidin- 
belegten Mikrotiterplatten. 



Ergebnis nach 1 Tag Reaktionszeit: 




Peroxidasekonjugat: 16 nmol (67%) 
Biotingehalt: 16 nmol 


Restaktivitat: 157% 
Epitopdichte: n=1 .0 



20 



25 



30 



35 




O o 
HN 



^NH X 



NH 



-Meerrettichperoxidase 



40 Beispiel 11 

[0047] Proteomanalyse: Die loslichen Proteine eines Mikroorganismus, z.B. aus den Zellen einer Hefe Oder eines 
E.coli Bakteriums, oder eines Saugerorganismus, z.B. aus dem Blutserum eines Menschen, werden nach den gelau- 
figen Verfahren gewonnen (ZellaufschluB, Extraktion, Waschen in Puffern etc.). Anstelle einer direkten Auftragung auf 

45 ein Elektrophorese-Gel wird vorher die Derivatisierung der Proteinmischung in waBrigem Puffer - in ganz analoger 
Weise wie in einem der vorstehenden Beispiele beschrieben - durchgefuhrt. Nach zweidimensionaler Auftrennung wird 
das Gel wie ublich z.B. mit Cromassie Blue, mit Silbernitrat oder mit einem Fluoreszenz-Farbstoff entwickelt. War 
zumindest eine der drei eingesetzten niedermolekularen Reaktionskomponenten bereits ein Derivat eines geeigneten 
Fluoreszenzfarbstoffes, so lassen sich die entsprechend modif izierten Proteine direkt mit einem Lesegerat nachweisen. 

so Das Image-Prozessing (z.B. mittels Programm Melanie II, PC-NT der Firma Biorad) und das sich anschlieBende Rech- 
ner-gestutzte Prozessing (d.h. die Mustererkennung und -auswertung) werden wie bei der Auswertung zweidimensio- 
nalen Elektrophorese-Chromatogramme ublich vorgenommen. Zusatzlich konnen die interessierenden Gel-Spots wie 
ublich mit einem Gel-Picker aufgenommen werden und nach Trypsin-Verdauung der massenspektrometrischen Ana- 
lyse zugefiihrt werden (MALDI-TOF, ESI, MS-MS). 

55 
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Patentanspruche 

1. Proteinkonjugate der in den Formeln (la-c) angegebenen Struktur, 



10 




(la) (lb) (Ic) 

wobei P ein f reie Amino-, Carboxyl- oder Aldehydgruppen tragendes Protein wie ein Albumin, ImmunglobuJin, 
75 Antikorper, Avidin, Streptavidin, Hemocyanin, Lectin, Enzym oder Serum-Glycoprotein bedeutet, 

und R A fur einen von Aminen R A -NH 2 abgeleiteten Rest steht, wobei R A ein Aminogruppen tragender linearer 
oder verzweigter Alkyl- oder Cycloalkylrest aus bis zu 18 C-Atomen, ein Aminogruppen tragendes Alkaloid, 
Peptid oder Protein, Kohlenhydrat, Nucleotid, Nucleosid, Steroid, Terpen, Porphyrin, Chlorin, Corrin, Eicosa- 
20 noid, Pheromon, Vitamin, insbesondere ein n-(Biotinamido)-n-alkylrest mit n = 2-8, ein Antibiotikum, Cytosta- 

tikum, ein Farbstoffmolekul oder einen Kryptanden, bedeuten, 

und R c fur einen von Carbonsauren R c -C0 2 H abgeleiteten Rest steht, wobei R c ein Carboxylgruppen tra- 
gender linearer oder verzweigter Alkyl- oder Cycloalkylrest aus bis zu 18 C-Atomen, ein Carboxylgruppen 
25 tragendes Alkaloid, Peptid oder Protein, Kohlenhydrat, Nucleotid, Nucleosid, Steroid, Terpen, Porphyrin, Chlo- 

rin, Corrin, Eicosanoid, Pheromon, Vitamin, insbesondere Biotin, ein Antibiotikum, Cytostatikum, ein Farb- 
stoffmolekul oder einen Kryptanden bedeuten, 

und R, fur einen von Isonitrilen R,-NC abgeleiteten Rest stent wobei R, ein Isonitrilgruppen tragender linearer 
30 oder verzweigter Alkyl- oder Cycloalkylrest aus bis zu 18 C-Atomen, Methoxycarbonylethyl, t-Butoxycarbo- 

nylmethyl, Phenyl, o-Alkylphenyl, m-Alkylphenyl, p-Alkylphenyl, o-Halogenphenyl, m-Halogenphenyl, p-Halo- 
genphenyl, 2,3-Dihalogenphenyl, 2,4-Dihalogenphenyl, 3,4-Dihalogenphenyl, o-Alkoxyphenyl, m-Alkoxyphe- 
nyl, p-Alkoxyphenyl, o-Arylphenyl, m-Arylphenyl, p-Arylphenyl, o-Aryloxyphenyl, m-Aryloxyphenyl, p-Aryloxy- 
phenyl, o-Nitrophenyl, m-Nitrophenyl, p-Nitrophenyl, 1-Naphthyl, 2-Naphthyl, Benzolsulfonylmethyl, p-Toluol- 
35 sulfonylmethyl, ein Pyranosyl-, Furanosyl- oder Nucleosyl-Rest, einen n-(Biotinamido)-n-alkylrest mit n = 2-8 

oder ein Farbstoffmolekul bedeuten, 

und R 1 und R 2 fur einen von Carbonylverbindungen abgeleiteten Rest R 1 -C(=0)-R 2 stehen und gleichzeitig 
oder unabhangig voneinander Wasserstoff, Methyl, Ethyl, Propyl, i-Propyl, Cyclopropyl, Butyl, i-Butyl, t-Butyl, 

40 Cyclobutyl, Pentyl, Cyclopentyl, Hexyl, Cyclohexyl, 2-Methylbutyl, Heptyl, Octyl, Nonyl, Decyl, UndecyL Do- 

decyl, Methoxycarbonylethyl, t-Butoxycarbonylmethyl, Phenyl, o-Alkylphenyl, m-Alkylphenyl, p-Alkylphenyl, 
o-Halogenphenyl, m-Halogenphenyl, p-Halogenphenyl, 2,3-Dihalogenphenyl, 2,4-Dihalogenphenyl, 3,4-Diha- 
logenphenyl, o-Alkoxyphenyl, m-Alkoxyphenyl, p-Alkoxyphenyl, o-Arylphenyl, m-Arylphenyl, p-Arylphenyl, o- 
Aryloxyphenyl, m-Aryloxyphenyl, p-Aryloxyphenyl, o-Nitrophenyl, m-Nitrophenyl, p-Nitrophenyl, 1-Naphthyl, 

45 2-Naphthyl, Oxiranyl Vinyl, Propenyl, Propen-2-yl, 2-Penten-2-yl, 3-Hepten-3-yl, Penta-1 ,3-dienyl, Phenyl- 

methyl, 1-Phenylethyl, 2-Phenylethyl, Cyclohexen-3-yl, Cyclohexen-4-yl, 2-Furyl, 3-Furyl, 2-Thienyl, 3-Thie- 
nyl, 2-Pyrrolyl, 3-PyrrolyI, Halogenmethyl, Dihalogenmethyl, Trihalogenmethyl, 2-Pyridyl : 3-Pyridyl, 4-Pyridyl 
bedeuten konnen 

50 und n = 1-15 bedeutet. 

2. Verfahren zur Herstellung der Proteinkonjugate nach Anspruch 1 , indem man ein losliches Protein (P) oder ein an 
einerfesten Phase immobilisiertes Protein (P), das freie Amino-, Carbonsaure- oder Aldehyd-Gruppen tragt, mit 
einem Amin R A -NH 2 oder einer Carbonsauren R c -C0 2 H, einem Isonitrii R,-NC und einer Carbonylverbindung R r 
55 C(=Q)-R 2 , wobei die Reste R A , R c , R,, R-, und R 2 die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben, in waBriger 

Losung zu den betreffenden Protein-Konjugaten (la), (lb) oder (Ic) umsetzt, wobei die jeweiligen Produkte (ia) aus 
einem Protein (P), einem Amin R A -NH 2> einem Isonitrii R,-NC und einer Carbonylverbindung R 1 -C(=0)-R 2 , die 
Produkte (lb) aus dem Protein (P), einer Carbonsaure R c -C0 2 H, einem Isonitrii R,-NC und einer Carbonylverbin- 
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dung R r C(=0)-R 2 , und die Produkte (Ic) aus einem oxidierten Protein (P) : einer Carbonsaure R c -C0 2 H, einem 
Amin R A -NH 2 und einem Isonitril R,-NC erhalten werden, wobei die Reste R A , R c , R,, R 1 und R 2 die in Anspruch 
1 angegebene Bedeutung haben. 

Ein Verfahren gemaB Anspruch 2, beim dem die Umsetzung des Proteins (P) mit dem Amin R A -NH 2 oder der 
Carbonsaure R c -C0 2 H, und dem Isonitril R,-NC und der Carbonylverbindung R r C(=0)-R 2 erfolgt, indem das 
Protein (P) in waBrigem Puffer gelost oder suspendiert mit dem Amin R A -NH 2 oder mit der Carbonsaure R c -C0 2 H 
und dem Isonitril R,-NC und der Carbonylverbindung R 1 -C(=0)-R 2 umgesetzt, wobei jeweils ein 1 0-1 0.000 facher 
molarer UberschuB zum Protein (P) eingesetzt wird. 

Ein Verfahren gemaB Anspruchen 2-3, bei dem die Umsetzung in waBrigen Pufferlosungen, insbesondere in 0.001 - 
1.0 molaren Losungen aus Natrium- oder Kalium-dihydrogenphosphat mit Dinatrium- oder Dikalium-hydrogen- 
phosphat, oder in Pufferlosungen aus Tris(hydroxymethyl)-aminomethan mit Salzsaure, im pH-Bereich zwischen 
5 und 9 erfolgt. 

Ein Verfahren gemaB Anspruchen 2-4, bei dem der Reaktionspuffer weitere Cosolventien wie Methanol, Ethanol, 
Propanol, i-Propanol, Butanol, Essigsaureethylester Essigsauremethylester, Dimethylformamid, Acetonitril, Di- 
methylsulfoxid oder Sulfolan in Mengen von 0.1-20 Vol-% enthalt und die Reaktionstemperaturen zwischen 0° C 
und 90°C liegen. 

Die Verwendung der Proteinkonjugate (la-c) nach Anspruch 1 in Immunoassays, synthetische Vaccine oder als 
Biosensoren. 

Die therapeutische Verwendung der Proteinkonjugate (la-c) nach Anspruch 1 , in denen mindestens einer der Reste 
R c» r a> R i> R 1 oder R 2 ein Cytostatikum, gebunden an einen Tumor-spezifischen Antikorper, ein Enzym oder ein 
Lectin darstellt. 

Die Verwendung des erfindungsgemaGen Verfahrens nach Anspruchen 2 bis 5 zur Modifizierung von Proteinmi- 
schungen in der Probenvorbereitung zur modifizierten Proteomanalyse von Organismen mittels Elektrophorese. 



11 04677 A2_l_> 
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GEBUHRENPFLICHTIGE PATENTANSPRUCHE 



Die vorliegende europaische Patentanmeldung enthielt bei ihrer Einreichung mehr als zehn Patentanspruche. 

□ Nur ein Tell der Anspruchsgebuhren wurde innerhalb der vorgeschrlebenen Frist entrichtet. Der vor- 
liegende europaische Recherchenbericht wurde fur die ersten zehn sowie fur jene Patentanspruche 
erstellt, fur die Anspruchsgebuhren entrichtet wurden, namlich Patenlanspruche: 



I — I Keine der Anspruchsgebuhren wurde innerhalb der vorgeschriebenen Frist entrichtet. Der vorliegende 
I 1 europaische Recherchenbericht wurde fur die ersten zehn Patentanspruche ersteliL 



Nach Auffassung der Recherchenabteilung entspricht die vorliegende europaische Patentanmeldung nicht den 
Anforderungen an die Einheitlichkeit der Erfindung und enthait mehrere Erfindungen oder 
Gruppen von Erfindungen, namlich: 



Siehe Erganzungsblatt B 



| — | Alfe weiteren Recherchengebuhren wurden innerhalb der gesetzten Frist entrichtet. Der vorliegende 
I 1 europaische Recherchenbericht wurde fur alle Patentanspruche erstellt. 

□ Da fur alle recherchierbaren Ansp ruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden 
konnte. der eine zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Recherchenabteilung 
nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 

| — | Nur ein Teil der weiteren RecherchengebQhren wurde Innerhalb der gesetzten Frist entrichtet. Der vor- 
I — I fiegende europaische Recherchenbericht wurde fur die Teile der Anmeldung erstellt, die sich auf 

Erfindungen beziehen, fur die Recherchengebuhren entrichtet worden sind, namlich Patentanspruche: 



[X""l Keine der weiteren Recherchengebuhren wurde innerhalb der gesetzten Frist entrichtet Der vorliegende 
I — I europaische Recherchenbericht wurde fur die Teile der Anmeldung erstellt, die sich auf die zuerst in den 
Patentanspruchen erwahnte Erfindung beziehen, namlich Patentanspruche: 



MANGELNDE EINHEITLICHKEfT DER ERFINDUNG 



1-8 (zum teil) 
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EuropalSGheS MANGELNDE EINHEITLICHKEIT Nummer der Anmeldung 

Patentamt DER ERFINDUNG EP 00 12 2132 

ERGANZUNGSBLATT B 



Nach Auffassunq der Recherchenabteilung entspricht die voriiegende europaische Patentanmeldung nicnt den 
Anforderungen an die Einheitlichkeil der Erfindung und enthalt mehrere Erfindungen Oder Gruppen von 
Erfindungen, namlich: 

1. Anspruche: 1-8 (zum teil) 

Proteinkonjugate der Formel (la); 

Verfahren zur Hers tell ung der Proteinkonjugate der Formel 

^Verwendung der Proteinkonjugate (la) in Immunoassays, 
synthetische Vaccine oder als Biosensoren; 

Therapeuti sche Verwendung der Proteinkonjugate (la); 

Verwendung des Verfahrens zur Herstellung von (la) zur 
Modifizierung von Proteinmi schungen in der 
Probenvorberei tung zur modif izierten Proteomanalyse von 
Organismen mittels Elektrophorese. 



2. Anspruche: 1-8 (zum teil) 

Proteinkonjugate der Formel (lb); 

Verfahren zur Herstellung der Proteinkonjugate der Formel 

^Verwendung der Proteinkonjugate (lb) in Immunoassays, 
synthetische Vaccine oder als Biosensoren; 

Therapeuti sche Verwendung der Proteinkonjugate (lb); 

Verwendung des Verfahrens zur Herstellung von (lb) zur 
Modifizierung von Proteinmi schungen in der 
Probenvorberei tung zur modif izierten Proteomanalyse von 
Organi smen mi ttel s El ektrophorese. 



3. Anspruche: 1-8 (zum teil) 

Proteinkonjugate der Formel (Ic); 

Verfahren zur Herstellung der Proteinkonjugate der Formel 
(Ic) ; 

Verwendung der Proteinkonjugate (Ic) in Inmunoassays, 
synthetische Vaccine oder als Biosensoren; 

Therapeuti sche Verwendung der Proteinkonjugate (Ic); 

Verwendung des Verfahrens zur Herstellung von (Ic) zur 
Modifizierung von Proteinmi schungen in der 
Probenvorberei tung zur modif izierten Proteomanalyse von 
Organismen mittels Elektrophorese. 
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ANHANG ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERICHT 
UBER DIE EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG NR, 



EP 00 12 2132 



In diesem Anhang sind die Mitglieder der PatentfamiJien der im obengenannt9n europaischen Recherchenbericht angefuhrten 
Patentdokumente angegeben. t 
Die Angaben Ober die Familicnmitglieder entsprechen dam Stand der Datei des Europaischen Patentamts am 
Diese Angaben dtcnen nurzur Untemchtung und erfolgen ohne Gewahr. 



20-10-2003 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Verdffentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



DE 19720165 



28-01-1999 



DE 19720165 Al 

AU 750974 B2 

AU 8017598 A 

CA 2290614 Al 

DE 59810914 Dl 

W0 9851697 A2 

EP 0983290 Al 

HU G0D2730 A2 

JP 2002500643 T 

NO 995551 A 

US 6355726 Bl 



Datum der 
Veroffentfichung 



28-01- 
01-08- 
08-12- 
19-11- 
08-04- 
19-11- 
08-03- 
28-12- 
08-01- 
12-01- 
12-03- 



1999 
•2002 
1998 
1998 
2004 
1998 
2000 
2000 
2002 
2000 
2002 



Fur nahera Einzelhaiien zu diesem Anhang : siehe Amtsblatt des Europaischen Patantamts. Nr. 1 2/82 
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